再生障碍性贫血（AA）患者骨髓造血衰竭由自身免疫介导的造血干/祖细胞过多凋亡所致，造血干细胞移植（HSCT）和免疫抑制治疗（IST）是重型AA (SAA）最主要的治疗方法[@b1]。较之HSCT，IST后SAA患者恢复自身骨髓造血所需时间长，完全血液学反应（CR）率低，复发和晚期克隆性血液学异常相对多见，且在抗人胸腺细胞球蛋白（ATG）联合环孢素A(CsA）基础上增加免疫抑制强度并不能进一步提高疗效[@b2]--[@b3]。TPO受体（c-MPL）广泛分布于包括造血干/祖细胞在内的多阶段多系列造血细胞[@b4]。我们曾报道IST联合重组人TPO（rhTPO）隔日1次共28 d治疗SAA，较标准IST方案总体血液学反应率和良好血液学反应率更高，血小板恢复时间缩短，血小板输注量明显减少[@b5]。但该IST联合rhTPO方案中rhTPO的剂量和用法未经优化，是否每日应用较间日应用CR率和反应质量更高，我们对此进行了初步研究。

病例与方法 {#s1}
==========

1．病例：回顾性分析2014年1月至7月我中心收治的一线接受IST联合rhTPO方案的61例SAA患者，其中18例接受IST联合rhTPO每日1次（连续组），43例为IST联合rhTPO隔日1次（间日组）治疗。AA诊断依据1987年国际粒细胞减少和AA诊断标准[@b6]，外周血检查至少符合以下3项中2项：①HGB\<100 g/L；②PLT\<50×10^9^/L；③中性粒细胞绝对计数（ANC）\<1.5 × 10^9^/L。AA严重程度分型按照Camitta标准[@b7]，符合SAA标准，且ANC\< 0.2×10^9^/L者，诊断为极重型AA(VSAA）。所有患者常规进行影像学检查、彗星试验和丝裂霉素C(MMC）试验以排除范可尼贫血，行染色体核型分析及外周血流式细胞术CD55、CD59检查排除低增生骨髓增生异常综合征及阵发性睡眠性血红蛋白尿症（PNH）。入组标准：①初治SAA/VSAA；②应用rhTPO之前总胆红素\<1.5倍正常上限（ULN），ALT/AST \<2.5倍ULN，血肌酐\<ULN；③既往无血栓、栓塞病史；④无严重的高血压、贫血性心脏病病史。接受IST的患者均无HLA相合同胞供者或不适于HSCT治疗，且无重要脏器严重功能异常。患者IST前基本情况见[表1](#t01){ref-type="table"}。

###### 61例重型再生障碍性贫血（SAA）患者基本临床特征

  临床特征                            所有患者       rhTPO连续组(18例）   rhTPO间日组(43例）   *P*值
  ------------------------------ ------------------ -------------------- -------------------- -------
  年龄\[岁，*M*（范围）\]            24(7\~63)           23(7\~63)            25(7\~47)        0.770
  性别(男/女）                         34/27                11/7                23/20          0.111
  严重程度分型\[例数(%)\]                                                                      0.255
   SAA                                41(67.2)            14(77.8)             27(62.8)       
   VSAA                               20(32.8)            4(22.2)              16(37.2)       
  免疫抑制剂类型\[例数(%)\]                                                                    0.210
   r-ATG                              20(32.8)            8(44.4)              12(27.9)       
   p-ALG                              41(67.2)            10(55.6)             31(72.1)       
  病程\[d，*M*(范围）\]            60 (5\~5 475)        38(7\~3 650)        60 (5\~5 475)      0.071
  治疗前外周血常规                                                                            
   HGB\[g/L，*M*(范围）\]            60(18\~80)          58(36\~80)           61(18\~74)       0.057
   PLT\[×10^9^/L,*M*(范围）\]         9(2\~26)           11(4\~21)             7(2\~26)        0.076
   Ret\[×10^9^/L，*M*(范围）\]        7(1\~54)           10(1\~32)             7(1\~54)        0.354
   ANC\[×10^9^/L，*M*(范围）\]    0.33(0.01\~1.00)   0.43 (0.01\~0.83)     0.30(0.01\~1.00)    0.054
  粒细胞PNH克隆\[例数(%)\]                                                                     1.000
   阳性                               14(23.0)            4(22.2)              10(23.3)       
   阴性                               47(77.0)            14(77.8)             33(76.7)       
  红细胞PNH克隆\[例数(%)\]                                                                     1.000
   阳性                                2(3.3)                0                  2(4.7)        
   阴性                               59(96.7)           18(100.0)             41(95.3)       

注：rhTPO：重组人血小板生成素；VSAA：极重型AA; r-ATG：兔抗人胸腺细胞球蛋白；p-ALG：猪抗人淋巴细胞球蛋白；Ret：网织红细胞绝对值；ANC：中性粒细胞绝对计数；PNH：阵发性睡眠性血红蛋白尿症

2．治疗方案：IST方案包括兔抗人胸腺细胞球蛋白（r-ATG）/猪抗人淋巴细胞球蛋白（p-ALG）及CsA，具体用法参照文献[@b5]。rhTPO为沈阳三生制药公司产品，具体用法：rhTPO皮下注射，IST后第14天首次给药，连续组为每日1次，总计注射28次，共4周；间日组为隔日1次，总计注射14次，共4周。具体用量：体重≥50 kg者，采用标准剂量每次15 000 U；体重\<50 kg者，剂量减至每次7 500 U。治疗期间每日观察记录患者不良反应，如患者出现rhTPO治疗相关的血栓栓塞并发症或Ⅲ度及以上非血液系统不良反应，则终止rTPO治疗。在外周血ANC\<0.5×10^9^/L时，采用G-CSF 300 µg/d皮下注射，直至ANC介于（0.5\~1.0）×10^9^/L。HGB\<60 g/L、PLT \<10×10^9^/L时给予红细胞、血小板输注支持治疗。

3．疗效观察：至少4周无血制品输注情况下，HGB持续≥70 g/L、PLT持续≥20×10^9^/L定义为脱离红细胞和血小板输注，脱离血制品输注的初始时间记为脱离输注时间。IST后3个月和6个月行外周血和骨髓细胞形态学检测、组织活检、染色体核型分析及流式细胞术免疫表型检测，评估血液学反应和有无克隆性转化。疗效判定标准参照文献[@b8]。获得CR与良好部分血液学反应（GPR）定义为良好血液学反应。IST后3个月内死亡和失访计为无效。

4．住院时间和住院费用：住院时间计算为患者入院第1天至出院当天总天数，住院费用为此期间的所有医疗花费支出。

5．随访：IST后定期复查外周血，3个月和6个月时完成骨髓细胞形态学、组织活检、染色体核型和流式细胞免疫表型等检查，以评估有无血液系统克隆性异常。随访截止日期为2015年3月1日，中位随访时间为311(240\~421) d。主要对血液病反应进行评价，并了解是否依赖血制品输注及生存状况。随访方式均为入院随访。

6．统计学处理：所有数据使用SPSS 18.0软件分析。两组患者的年龄、病程、治疗前血常规、住院费用和住院时间比较应用两独立样本比较的秩和检验；性别、VSAA/SAA、ATG/ALG、两组反应率和脱离输血率比较应用Pearson卡方检验；IST后12周时HGB和PLT较基线增高水平比较应用配对样本秩和检验。*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．患者基本特征：rhTPO连续组纳入患者18例，男11例，女7例，中位年龄23(7\~63）岁，SAA 14例（77.8%），VSAA4例（22.2%）。rhTPO间日组共纳入患者43例，其中男23例（53.5%），女20例（46.5%），中位年龄25（7\~47）岁，SAA 27例（62.8%），VSAA 16例（37.2%）。患者治疗前临床及血液学特征见[表1](#t01){ref-type="table"}，两组各临床特征之间比较差异均无统计学意义。

2．早期疗效：IST后3个月和6个月疗效评价见[表2](#t02){ref-type="table"}。连续组患者IST后3个月获得血液学反应与间日组差异无统计学意义，但良好血液学反应（GPR+CR）率更高（38.9%对9.3%，*P*=0.011），6个月时连续组CR率和良好反应率与间日组比较差异均无统计学意义（CR：33.3%对14.0%，*P*=0.154；CR+ GPR：50.0%对34.9%，*P*=0.270）。

###### 不同重组人血小板生成素（rhTPO）治疗方案组患者早期疗效比较\[例数（%）\]

   早期疗效   例数   3个月疗效   6个月疗效                                                                            
  ---------- ------ ----------- ----------- --------- ---------- ---------- --------- --------- ---------- ---------- ----------
    连续组     18     1(5.6)      6(33.3)    7(38.9)   2(11.1)    9(50.0)    6(33.3)   3(16.7)   9(50.0)    5(27.8)    4(22.2)
    间日组     43     3(7.0)      1(2.3)     4(9.3)    18(41.9)   21(48.8)   6(14.0)   9(20.9)   15(34.9)   15(34.9)   13(30.2)
                                                                                                                      
    *P*值              1.000       0.002      0.011     0.020      0.934      0.154     1.000     0.270      0.590      0.525

注：CR：完全血液学反应；GPR：良好部分血液学反应；PR：部分血液学反应

3．自身造血恢复情况：以IST治疗前患者HGB及PLT为基线值，IST后连续12周进行血常规检查，至IST后第12周，连续组HGB和PLT升高值分别为15.5(3\~33) g/L和48.5（20\~66）×10^9^/L，间日组分别为6(1\~37) g/L和14(7\~105）×10^9^/L，连续组较间日组患者恢复自身造血能力更强（HGB：*P*=0.701；PLT：*P*= 0.002）（[图1](#figure1){ref-type="fig"}）。

![获得血液学反应的再生障碍性贫血患者免疫抑制治疗（IST）后不同时间HGB(A）和PLT(B）水平变化\
0为IST前基线水平，*P*值为连续组与间日组IST后第12周较基线增高水平比较](cjh-37-03-205-g001){#figure1}

4．血制品输注：以rhTPO应用前4周输血量为基线值，rhTPO治疗后每2周记录RBC和PLT输注量，每4周统计脱离输注RBC或PLT的患者例数，至第8周止。结果显示连续组与间日组脱离红细胞输注率差异无统计学意义，但在rhTPO治疗后第8周连续组有更多的患者脱离血小板输注（[表3](#t03){ref-type="table"}）。连续组血小板输注支持治疗需要量较间日组显著为少，这种差异在rhTPO后第6周就有所体现。第6周时连续组和间日组血小板输注量分别为0.06(0\~1.00）U和1.07(0\~4.00) U（*P*=0.017）。第8周时连续组和间日组血小板输注量分别为0.06(0\~1.00) U和0.74(0\~3.00) U（*P*=0.047）（[表4](#t04){ref-type="table"}、[表5](#t05){ref-type="table"}）。

###### 不同重组人血小板生成素（rhTPO）方案组患者rhTPO治疗后脱离血制品输注情况比较\[例数（%）\]

    组别    例数   治疗后4周   治疗后8周             
  -------- ------ ----------- ----------- ---------- ----------
   连续组    18     4(22.2)     3(16.7)    10(55.6)   16(88.9)
   间日组    43     8(18.6)     5(11.6)    20(46.5)   21(48.8)
                                                     
   *P*值             0.736       0.683      0.519      0.003

###### 不同重组人血小板生成素（rhTPO）方案组患者治疗不同时间红细胞输注量变化\[U，中位数（范围）\]

  组别      例数      治疗前          治疗后                                       
  -------- ------ --------------- --------------- ---------------- --------------- ---------------
  连续组     18    2.79(0\~6.75)   2.42(0\~7.00)   1.00(0\~8.00)    0.71(0\~4.00)   0.24(0\~2.00)
  间日组     43    3.59(0\~8.00)   2.95(0\~9.00)   2.60(0\~10.00)   1.98(0\~8.00)   1.51(0\~7.00)
                                                                                   
  *P*值                0.422           0.855           0.352            0.339           0.049

###### 不同重组人血小板生成素（rhTPO）方案组患者治疗不同时间血小板输注量变化\[U，中位数（范围）\]

  组别     例数   治疗前             治疗后                                          
  -------- ------ ------------------ --------------- --------------- --------------- ---------------
  连续组   18     3.14(1.00\~7.00)   1.67(0\~3.00)   0.61(0\~2.00)   0.06(0\~1.00)   0.06(0\~1.00)
  间日组   43     3.80(1.50\~7.50)   2.12(0\~5.00)   1.58(0\~5.00)   1.07(0\~4.00)   0.74(0\~3.00)
                                                                                     
  *P*值           0.819              0.848           0.590           0.017           0.047

5．住院时间和费用：连续组与间日组比较，住院治疗总费用\[270 837(161 070\~567 946）元对229 861（96 346\~533 102）元，*P*=0.355\]、日均费用\[2 865（1 606\~7 675）元对2 426(1 302\~5 278）元，*P*= 0.152\]，血制品输注支持费用\[18 520（11 821\~33 126）元对24 538 (7 112\~63 354）元，*P*=0.086\]及住院时间\[94(59\~159) d对98(52\~157) d，*P*=0.086\]差异均无统计学意义。

6．不良反应：全部61例患者对rhTPO皮下注射耐受良好，除注射局部轻微疼痛外无其他明显不良反应。间日组和连续组患者均无因不良反应而终止治疗者，全部患者完成4周rhTPO治疗。随访期间所有患者均无血栓事件发生，IST后3个月和6个月骨髓组织活检两组患者均未发现网状纤维和胶原纤维增生。

讨论 {#s3}
====

尽管支持治疗已经明显改善，IST后SAA患者仍然面临等待起效时间过长和不完全治疗反应等情况，在获得血液学反应之前患者发生感染和出血并发症风险仍很高，并且约10%的患者最终死于出血事件[@b9]。现有证据表明IST联合EPO、G-CSF、IL-11等细胞因子无助于解决上述难题[@b10]。和上述作用于下游定向分化阶段造血细胞的细胞因子不同，TPO不但特异性刺激巨核系成熟分化，还能作用于更早期的CD34^+^细胞，从而促进红系和髓系干/祖细胞增殖[@b11]。

美国国立卫生研究院首先将二代TPO受体激动剂eltrombopag用于治疗对IST无效的难治性AA[@b12]--[@b13]，提示在IST基础上联合TPO受体激动剂可能利于增加造血干/祖细胞的绝对数量，帮助造血重建。我们在之前研究中发现IST联合隔日1次rhTPO治疗后3个月和6个月的总体血液学反应率和良好血液学反应率均高于标准IST方案组[@b5]。本研究中我们发现每日连续应用rhTPO较间日应用能够进一步加快SAA患者IST后自身造血恢复，提高血液学反应质量，表现为IST后3个月时获得CR和GPR的患者比例更高。Emmons等[@b14]研究显示AA患者体内TPO水平远高于正常，我们推测在干祖细胞池萎缩造血压力明显加大基础上，针对残存造血细胞而言，增高的内源性TPO仍可能相对不足，因此超生理量的TPO受体激动剂可能在SAA发挥治疗作用。这与本研究rhTPO治疗SAA存在量效关系相一致。

连续应用rhTPO对AA的短期影响还体现在输血量上的改善，尤其是rhTPO应用后第8周，连续组患者的血小板输注量需求减少更明显（*P*=0.017），从而较间日组获得更高的血小板输注脱离率（88.9%对48.8%）。血小板水平的更早提高不但降低致命性出血事件的概率，还可缓解用血紧张，减少输血相关疾病的发生。

rhTPO用于健康受试人群和原发免疫性血小板减少症（ITP）患者时有发生血栓、栓塞并发症的可能，此外文献报道慢性ITP患者应用艾曲波帕过程中出现骨髓纤维化[@b15]，但AA患者中尚未发现[@b16]。我们在治疗期间的观察显示除注射局部有轻微疼痛外患者无其他不适主诉，说明耐受性较好。在3个月和6个月随访时骨髓检查也未发现造血组织纤维增生的证据。

rhTPO价格昂贵，本研究显示连续rhTPO应用患者住院费用增加和住院时间缩短不明显。我们认为，连续rhTPO应用可以较间日应用更快且更好地获得治疗反应，虽rhTPO治疗费用增加，但在一定程度上减少了支持费用。

TPO受体激动剂治疗SAA的成功案例提供给我们新的选择，但与标准IST联合以期提高疗效和减少血制品输注的可行性和可靠性需要进一步的临床试验证实。本研究随访时间较短，患者样本数相对较小，尤其作为回顾性研究证据可信性有限，我们认为对本文结果需慎重解释，并应进一步密切随访长期疗效。
